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Untersuchungen zur HIV-Inaktivierung in allogenen 
Knochentransplantaten durch chemische Desinfektion 
und radioaktive Bestrahlung 

Mit einem Zweikammerdiffusionssystem wurde untersucht, ob eine 70 % ige wN3rige ,~thanoll6sung nach einer 
Diffusion von 24 Stunden durch Spongiosascheiben mit einer Schichtdicke von 3 mm bzw. 6 mm eine HIV- 
Suspension inaktivieren konnte. In beiden F~illen blieb HIV infektiOs und konnte in Zellkulturen angeziichtet 
werden. Weitere Versuche mit gaschromatographischen Analysen belegten die schlechte Diffusionsf~ihigkeit 
des Athanols durch humane Spongiosa. Zur Bestimmung der Strahlenresistenz wurden HIV-Suspensionen 
verschiedenen Dosierungen ionisierender Strahlung ausgesetzt. Nach einer Applikation von 15 kGy erfolgte 
keine Infektion der Zellkulturen mit HIV. Die mit 2, 7 und 10 kGy behandelten HIV-Suspensionen ftihrten 
dagegen zu einer Virusproduktion in den Zellkulturen. 

Experimental studies on HIV inactivation in allogenous bone transplants by chemical desinfection and irradiation 

In our study we examined bone desinfection by ethanol and by irradiation. A 70 % aqueous ethanol solution dif- 
fused through a 3 mm and a 6 mm slice of human cancellous bone against 2 ml of a HIV-sample (RTA: 300 000 cprrd 
ml) for 24 hours. In both cases HIV could not be inactivated. Infected T-lymphocyte cultures showed specific 
morphological cell changes. The Abbott HIV-antigen-EIA proved the treated HIV-samples to be infectious after 
cultivation in macrophage-cultures. Additional gaschromatographical measurement of ethanol diffusion through 
3 mm and 6 mm of human cancellous bone supported these observations: a 70 % aqueous ethanol solution 
achieved a concentration of 25.6 % (18.0 %) in median after 24 hours and a thickness of 3 mm (6 mm). The effect of 
different doses of irradiation on HIV-samples (RTA: 300,000 cpm/ml) was examined. The samples were irradiated 
with 2, 7, 10, 15 and 25 kGy to determine the appropriate dose for inactivation. Irradiation with 15 kGy caused 
HIV inactivation since no virus production could be detected in the macrophage culture (Abbott HIV-antigen- 
EIA). The samples irradiated with 2, 7 and 10 kGy were still infectious. 

Einf/ihrung 

Die allogene Knochentransplantation besitzt in der 
modernen Knochenchirurgie ein breites Anwendungs- 

feld. Nach eigenen Untersuchungen werden in der Bun- 
desrepublik j~ihrlich etwa 15000 allogene Knochen- 
transplantationen durchgeftihrt. Die Indikationen er- 
strecken sich yon der l)berbrtickung bei frischen oder 
pseudarthrotischen Knochendefekten bis zur Defekt- 
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aufftillung nach der Entfernung von Knochentumoren. 

Der  entscheidende Vorteil insbesondere gegeniiber der 
autogenen Knochentransplantation besteht in der 
freien Verftigbarkeit des allogenen Knochenmaterials. 

Die Transplantation von Knochen hat in der experimen- 

tellen wie in der klinischen Forschung eine lange Tradi- 
tion. So ffihrte Macewen bereits 1880 die erste allogene 
Knochentransplantation durch [11]. Eine Anwendung 
in grOBerem Umfang wurde erst m6glich, nachdem eine 
Methode zur Verffigung stand, mit der Knochen fiber 
l~ngere Zeit ohne Qualit~itsverlust gelagert werden 
konnte. 1942 schlug Incl~in die Tiefktihlung zur Kno- 
chenkonservierung vor [8]. Fiinf Jahre sp~ter stellte 
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Bush sein Konzept einer ,,bone bank" vor und fahrte 
damit diesen Begriff in die Geschichte der allogenen 
Knochentransplantation ein [2]. 

Das Betreiben einer Knochenbank erfordert heute 
umfangreiche serologische und bakteriologische Unter- 
suchungen. Nachdem man sich bis vor wenigen Jahren 
auf den Ausschlul3 yon Hepatitis A und B sowie von 
Lues konzentriert hatte [10], ist durch die zunehmende 
AIDS-Pr~ivalenz ein weiterer Risikofaktor entstanden, 
da HIV durch die Kfiltekonservierung des Bankkno- 
cherts bei den heute iiblichen Temperaturen von -70 bis 
-80 ~ nicht inaktiviert wird. 

Die bislang erste bekannte HIV-Obertragung durch 
eine allogene Knochentransplantation publizierte das 
Center for Disease Control im Oktober 1988 [3]. Die 
HIV-AntikOrpertests sind heute zur Diagnostik einer 
HIV-Infektion die Methode der Wahl. Trotz der hohen 
Sensitivit~it der Verfahren besteht die Problematik 
darin, dab mit diesen Tests nicht der Erreger selbst, son- 
dern nur die Reaktion des Organismus auf die Infektion 
nachgewiesen werden kann. Es bleibt eine serologische 
LOcke von Wochen bis unter Umstanden Monaten, 
w~ihrend der ein Infizierter nicht als HIV-positiv 
erkannt werden kann [19]. Auch die Durchfahrung des 
direkten Erregernachweises bedeutet keinen Gewinn 
an Sicherheit. HIV fOhrt als Retrovirus zu keiner deutli- 
chen Vir~imie und ist deshalb mit Antigentests im peri- 
pheren Blut nicht sicher nachzuweisen [20]. Wie bei der 
Herstellung von Plasmaprodukten in der Transfusions- 
medizin sollte auch beim Bone Banking durch ein 
geeignetes Sterilisationsverfahren die Gefahr der HIV- 
Obertragung ausgeschlossen werden [14]. 

In dieser Arbeit wird die Eignung der )iXhanoldesinfek- 
tion und der radioaktiven Bestrahlung for die HIV- 
Inaktivierung im Rahmen des Bone Banking unter- 
sucht. 

Die HIV-Inaktivierung durch w~iBrige AthanollOsun- 
gen ist im Bundesgesundheitsblatt 30 (1987) zusammen- 
gefaBt [21]. AlkohollOsungen bieten sich aufgrund der 
geringen Toxizit~it far die Knochendesinfektion an. 
Urist verwendete zur Herstellung seines chemosterili- 
sierten Knochens unter anderem ein Methanol-Chloro- 
form-Gemisch. Die besonderen osteoinduktiven Eigen- 
schaften des so behandelten Knochens sind umfassend 
dargestellt [17]. Tuli lagerte demineralisierten Knochen 
in 70 % igem J~thanol, ohne einen Qualit~itsverlust in 
bezug auf das Einheilungsverhalten festzustellen [16]. 

Das Hauptproblem der chemischen Desinfektion 
unentkalkten Knochens ist die Diffusions- bzw. Pene- 
trationsf~ihigkeit des Desinfektionsmittels. Es ist zu 
untersuchen, wie tief die jeweilige L0sung in den Kno- 
chen eindringen kann und welche Einwirkzeiten far 
bestimmte Schichtdicken zu veranschlagen sind, damit 
gew~ihrleistet ist, dab auch die inneren Anteile bei- 
spielsweise eines Knochenblocks von dem Desinfek- 
tionsmittel erreicht werden. Mit einem Zweikammer- 
system wurden die Diffusionseigenschaften von 
70 % igem Athanol untersucht. 

Die radioaktive Bestrahlung erlaubt eine sichere Desin- 
fektion hitzeempfindlicher medizinischer Produkte. Die 
erforderliche Stahlendosis h~ingt vonder Art und dem 
Ausmal3 der Kontamination ab. Es ist zu beriicksichti- 
gen, welche Mikroorganismen bzw. Viren inaktiviert 
werden sollen und mit welcher H~iufigkeit sich diese in 
dem zu behandelnden Produkt befinden. Zur Ermitt- 
lung der Strahlenresistenz von HIV wurden Virus- 
suspensionen mit verschiedenen Dosierungen bestrahlt 
und auf ihre verbleibende Infektiosit~it untersucht. Die 
radioaktive Bestrahlung von Bankknochen wird kli- 
nisch in einigen Zentren bereits durchgeftihrt [7, 9]. Die 
Arbeitsgruppen von Munting [13] und Glowacki [5] 
haben zudem gezeigt, dab entkalkter Knochen selbst 
nach einer Bestrahlung mit einer Dosis von 25 kGy 
(Gammastrahlung) noch osteoinduktive Eigenschaften 
besag. 

Material und Methoden 

Knochendesinfektion mit 70 % igem J[thanol 

Als Diffusionskammern fanden VA-Stahlringe Ver- 
wendung, in deren Bohrung eine Spongiosascheibe mit 
einer Schichtdicke von 3 mm bzw. 6 mm eingesetzt 
wurde. Die Abdichtung der Spaltr~iume erfolgte mit 
einer niedrigvisk0sen Silikonmasse (Silasoft N). Die 
Spongiosascheibe bildete den Boden des Diffusions- 
gef~ges (Abbildung 1). 2 ml einer HIV-Suspension mit 

Abbildung 1. Diffusions- 
kammer mit Spongiosa- 
scheibc. 
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einer reversen Transkriptaseaktivitat yon 300 000 cpm/ 
ml wurden in das so pr~parierte GefN3 pipettiert. Nach- 
dem wir die obere Offnung des Ringes mit Parafilm ver- 
schlossen hatten, wurde die Diffusionskammer in einen 
Tank mit 1500 ml einer 70%igen AthanollOsung 
gestellt. Die F10ssigkeitsstfinde des Athanols und der 
Virussuspension befanden sich auf gleichem Niveau, 
um keinen zus~itzlichen Druckgradienten durch den 
Knochen aufzubauen. 

Nach 24stiJndiger Diffusionszeit wurde die HIV- 
Suspension abpipettiert und von diffundiertem )kthanol 
freigewaschen. Anschlief3end wurde eine T-Lympho- 
zyten- sowie eine Makrophagen-Monolayer-Kultur be- 
impft. Die Zellkulturen wurden t~iglich auf virusbe- 
dingte Zellver~inderungen untersucht. Der Nachweis 
einer HIV-Produktion der Makrophagen als Zeichen 
verbleibender Infektiosit~it erfolgte mit dem Abbott- 
HIV-Antigen-EIA. 

Bei gleicher Versuchsanordnung wurden die Diffu- 
sionskammern anstatt mit der HIV-Suspension mit 2 ml 
einer physiologischen NatriumchloridltSsung geNllt. 
Nach zwei, sechs, zw/51f und 24 Stunden erfolgte eine 
Probeentnahme zur gaschromatographischen Bestim- 
mung der ,Kthanolkonzentration in der Diffusionskam- 
mer. Ftir die Schichtdicken 3 mm und 6 mm fiihrten wir 
eine Serie mit jeweils zehn Diffusionsversuchen durch. 

Die verwendeten Spongiosascheiben entstammten 
humanen Femurk/Spfen. Mit dem Cloward-Instrumen- 
tarium wurde ein Spongiosazylinder in axialer Rich- 
tung zum Femurhals ausges~igt. Vom proximalen Ende 
wurde nach Entfernung der subchondralen Kompakta 
eine 3 mm sowie eine 6 mm dicke Spongiosascheibe 
abges~igt. Der Durchmesser der Spongiosascheiben 
betrug 20 mm. 
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Abbildung 2a. Diffusion einer 70%igen w~if3rigen ,~thanollOsung 
durch eine Spongiosascheibe (Schichtdicke 3 mm). 
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Abbildung 2b. Diffusion einer 70%igen w~il3rigen Athano116sung 
durch eine Spongiosascheibe (Schichtdicke 6 ram). 

Nach der Bestrahlung wurden Makrophagen-Mono- 
layer-Kulturen mit den HIV-Suspensionen beimpft und 
t~iglich auf virusbedingte ZeUver~inderungen unter- 
sucht. Der Nachweis einer HIV-Produktion in den Zell- 
kulturen erfolgte ebenfalls mit dem Abbott-HIV-Anti- 
gen-EIA. 

Radioaktive Bestrahlung 

Zur Bestimmung der Strahlenresistenz von HIV wur- 
den Virussuspensionen in einer Elektronenbeschleuni- 
gungsanlage und in einer Kobalt-60-Anlage bestrahlt. 
In der Elektronenbeschleunigungsanlage (Elektronen- 
strahlung: 2,7 MeV, 3,5 mA) wurden den HIV-Suspen- 
sionen Strahlendosen von 2, 7, 10, 15 und 25 kGy appli- 
ziert. Mit der MinJmaldosis, bei der eine Inaktivierung 
der Virusproben erreicht wurde, bestrahlten wit eine 
weitere HIV-Probe in emer Kobalt-60-Anlage (Gam- 
mastrahlung). Zur Kontrolle wurde eine Virusprobe 
zum Bestrahlungsort mitgeftihrt. 

E r g e b n i s s e  

Chemische Desinfektion mi~ 70 % igem Athanol 

Nach 24sttindiger Diffusion einer 70 % igen Jkthanol- 
16sung durch 3 mm bzw. 6 mm Spongiosa gegen die 
Virussuspension erfolgte keine vollst~indige Inaktivie- 
rung der HIV-Suspensionen. Die Ergebnisse des Anti- 
gentests lagen entsprechend der Testvorschrift ftir 3 mm 
und for 6 mm Schichtdicke im positiven Bereich, das 
heif3t, in der Makrophagen-Monolayer-Kultur wurde 
HIV produziert. In den T-Lymphozyten-Kulturen 
zeigte die Synzytienbildung ebenfalls eine Infektion mit 
HIV an (Abbildung 3). 
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Bei den gaschromatographischen Messungen im zwei- 
ten Versuchsteil zeigte sich ein deutlich verz6gerter Dif- 
fusionsverlauf. Nach einer Diffusionszeit von 24 Stun- 

den betrug die Athanolkonzentration im Median bei der 
Diffusion durch 3 mm Spongiosa 25,6%, bei der 
Schichtdicke yon 6 mm nur 18,0% (Abbildungen 2a 
und 2b). 

Abbildung 3. Virusbedingte Synzytienbildung in einer T-Lympho- 
zyten-Kultur. 

Radioaktive Bestrahhmg 

Nach Applikation von 2, 7 und l0 kGy Betastrahlung 
konnten mit den bestrahlten HIV-Suspensionen die 
Makrophagen infiziert werden. Die Doppelbestim- 
mungen zeigten bei den mit 2 und 7 kGy bestrahlten 
Proben jeweils tibereinstimmend positive Werte. Ein 
Wert der 10-kGy-Probe zeigte die Produktion von 
Virusamigen in der Zellkulmr an. Die mit 15 kGy und 
mit 25 kGy bestrahlten HIV-Suspensionen konnten die 
Makrophagen nicht infizieren. Eine Virusproduktion 
konnte in beiden FNlen nicht nachgewiesen werden. 
Auch die mit 15 kGy in der Kobalt-60-Anlage bestrahlte 
HIV-Probe war nicht mehr infekti6s (Tabelle 1). 

Morphologisch zeigten die Makrophagen, nach der 
Beimpfung der mit 15 kGy bestrahlten HIV-Suspension 
keine Zellverfinderungen (Abbildung 4b). Die mit 
2 kGy bestrahlte HIV-Suspension bewirkte dagegen 
eine deutliche Aktivierung der Makrophagen (Abbil- 
dung 4a). 

Abbildung 4a. Aktivierte Makrophagen als Zeichen verbleibender 
Restinfektiosit~t von HIV (HIV-Suspension vor Beimpfung mit 
2 kGy bestrahlt). 

Abbildung 4b. Keine morphologischen Ver~inderungen der Makro- 
phagen (HIV-Suspension vor Beimpfung mit 15 kGy bestrahlt). 

Diskussion 

Aufgrund der untersuchten Diffusionskinetik verbietet 
sich der Gebrauch einer 70 % igen Athanoll6sung zur 
Knochendesinfektion. Nach einer 24stiindigen Diffu- 
sionszeit konnte das durch eine 3 mm bzw. 6 mm starke 
Spongiosascheibe diffundierte Athanol die HIV- 

~-Srrahlung 

~,,-Strahlung 

Kontrolle 

2 kGy 0,093 reaktiv 
0,138 reaktiv 

7 kGy 0,116 reaktiv 
0,091 reaktiv 

10 kGy 0,085 
0,108 reaktiv 

15 kGy 0,073 
0,079 

25 kGy 0,071 
0,077 

15 kGy 0,073 
0,077 

0,111 reaktiv 
0,i38 reaktiv 

Tabelle 1. Abbott-HIV-Antigen EIA. Nach Bestrahlung yon HIV 
erfolgte die Anzucht in Makrophagen-Monolayer-Kulmren (Dop- 
pelbestimmung jeder Probe; Extinktionswerte als testinterne Krite- 
rien bei einem Schwellenwert yon 0,091). 
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Suspension nicht inaktivieren. Betrachtet man die Kon- 
zentrationswerte bei einer Diffusionsstrecke von 3 mm, 
so f~illt bei den sechs-, zw61f- und 24-Stunden-Werten 
eine erhebliche Streubreite auf. Die entsprechenden 
Konzentrationen bei einer Diffusionsstrecke von 6 mm 
sind deutlich weniger gestreut. SpongiOser Knochen ist 
ein inhomogener K6rper mit amorphen und kristallinen 
Bestandteilen. Strukturelle Defekte ver~ndern im Fall 
der ktirzeren Diffusionsstrecke einzelne Werte st~irker 
als bei einer l~ingeren Strecke. 

eine Knochenpasteurisierung bei 60 bis 80 ~ in Frage 
kommen. Ein biomechanischer Stabilit~itsverlust war 
bei diesen Temperaturen in unseren Untersuchungen 
nicht festzustellen. Entsprechende Tierversuche zum 
Einbauverhalten bestrahlten Knochens werden derzeit 
durchgefahrt und kOnnten hier insbesondere im Ver- 
gleich zu thermisch behandeltem Knochen neue Hin- 
weise ergeben. 

Andere Desinfektionsl6sungen lassen kaum bessere 
Ergebnisse erwarten. In einem Nebenversuch mit einer 
10 % igen Glutaraldehydl6sung konnte nach 24stiindi- 
ger Einwirkdauer kein diffundiertes Glutaraldehyd in 
dem Diffusionsgef~il3 nachgewiesen werden. Isopropa- 
nol besitzt wie andere hOhermolekulare Alkohole im 
Vergleich zu A.thanol eine h6here Viskosit~it, so dab 
auch hier keine gttnstigere Diffusionskinetik zu erwar- 
ten ist. Methoden auf der Basis von b-Propiolacton oder 
eine Gassterilisation mit Athylenoxyd sollten wegen der 
erwiesenen Mutagenit~it beider Substanzen als obsolet 
gelten [6, 12]. 

Die radioaktive Bestrahlung dagegen ist ab einer Dosis 
von 15 kGy eine geeignete Methode, um das Risiko der 
HIV-Obertragung im Rahmen einer allogenen Kno- 
chentransplantation ausschliel3en zu kSnnen. Sowohl 
mit Elektronenstrahlen als auch mit Gammastrahlen 
konnte mit dieser Dosis eine HIV-Inaktivierung erzielt 
werden. Bei unserer Versuchsanordnung konnte auf- 
grund des geringen Fl~ichengewichtes der Virusproben 
eine Abschw~chung der Elektronenstrahlen vernach- 
l~issigt werden. Grunds~itzlich aber ist die Verwendung 
yon Gammastrahlen zur Knochenbestrahlung aufgrund 
der besseren Penetration den Elektronenstrahlen vor- 
zuziehen [1]. Die relativ hohe Strahlendosis yon 15 kGy 
erkl~irt sich dadurch, dab Viren strahlenresistender sind 
als Bakterien, die tiblicherweise Ursache einer Konta- 
mination bei der Knochentransplantation sind [4, 18]. 
Die biomechanischen und die osteoinduktiven bzw. 
osteokonduktiven Eigenschaften des behandelten Kno- 
chens werden hier zum entscheidenden Kriterium. 
Eigene bisher unver/3ffentlichte Untersuchungen haben 
gezeigt, dab ein aggressives thermisches Verfahren wie 
Autoklavieren bei 134~ die entscheidenden bio- 
mechanischen Parameter deutlich starker reduziert als 
eine Bestrahlung mit 25 kGy. Eine HIV-Inaktivierung 
erfolgt abet bereits ab einer Temperatur von 56 ~ [21], 
so dab auch schonendere Verfahren wie, beispielsweise 
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